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緒 言
糖尿病患者は，歯科領域では歯周病が高率に発症する
と言われている．しかしながら，糖尿病関連分子が局所
にどのように作用して易感染状態になるかについては未
だ不明な点が多い．口腔粘膜の感染防御機構に抗菌ペプ
チドであるヒトβディフェンシン（hBD）がある．本研
究では，グルコース，インスリン，アディポネクチンが
口腔粘膜上皮におけるhBDの発現に及ぼす影響について
ヒト重層扁平上皮由来角化細胞株を用いてhBD－１，
hBD－２およびhBD－３の発現変化を検証し，hBDの発
現変化における細胞内情報伝達経路についても検証し
た．
材料および方法
ヒト重層扁平上皮角化細胞株HaCaTを１０％FBS，２％
ペニシリンストレプトマイシンを含んだDMEMにてグ
ルコース，インスリン，アディポネクチンの添加後，
３７℃，５％CO２で２４時間培養を行なった．グルコース濃
度は１０，１５，５０mMに，インスリン濃度は，１００，１５０，
２００nMに，アディポネクチン濃度は，３，１０，３０μg/ml
になるように調整した．DMEM（５．５mMグルコース含
有）で無添加の条件をコントロールとした．また，hBD
－１，hBD－２およびhBD－３mRNA発現が有意に上昇
した条件下で，分裂促進因子活性化タンパク質キナーゼ
（MAPK）インヒビター，細胞外シグナル調節キナーゼ
（ERK１／２）インヒビター，NF−κBインヒビターを添
加した群と，インヒビターを添加しない群をコントロー
ル群として，比較検討した．これらの実験系によるhBD
－１，hBD－２，hBD－３mRNAの発現変化を，RT−
PCR法と定量的リアルタイムRT−PCR法にて発現量を測
定した．本研究では，すべてにおいて５回ずつ実験を行
い，マンホイットニーのU検定を用いて，有意水準を
０．０５未満として検定した．
結 果
インスリン添加時，hBD－１はいずれの濃度でも有意
な発現変化は認められなかった．インスリン濃度１５０，
２００nM時にhBD－２の発現が有意に上昇し，１５０nMの条
件時にhBD－３の有意な発現上昇が認められた（p＜
０．０５）．グルコース添加時のhBDmRNA発現は，いずれ
の濃度でも有意な発現変化はみられなかった．アディポ
ネクチン添加時，アディポネクチン３μg/ml添加で，
hBD－１およびhBD－２mRNAの有意な発現上昇が認め
られた（p＜０．０５）．hBDmRNA発現上昇条件下でのイン
ヒビター添加による細胞内伝達経路については，インス
リンによるhBD－２の発現上昇は，NF−κBインヒビター
の添加によって抑制された．インスリン１５０nM添加によ
るhBD－３の発現上昇は，ERKインヒビターによって抑
制された．アディポネクチン添加によるhBD－１発現上
昇はいずれのインヒビターによっても抑制されなかっ
た．hBD－２の発現上昇は，NF−κBインヒビターにより
抑制された．インスリン，グルコースおよびアディポネ
クチンの同時添加によるhBDmRNA発現については，
hBD－１はどの条件下でも有意な発現変化はみられなか
った．hBD－２は，グルコース濃度１０mMで，インスリ
ン濃度に関わらず，アディポネクチン３，１０μg/ml添加
条件で有意な発現上昇がみられ，グルコース濃度１５mM
であってもアディポネクチン３μg/mlでは有意な発現上
昇が認められた（p＜０．０５）．hBD－３の発現は，グルコ
ース濃度１０mMでインスリン１００，１５０nMとアディポネ
クチン３μg/ml添加した条件で有意な発現上昇がみられ
た．
考 察
インスリン添加によるhBDmRNA発現は，これまでの
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報告でヒト腎細胞でのhBD－１の濃度依存的な上昇がみ
とめられた１）が，本研究では，hBD－１mRNA発現変化
はなく，hBD－２，hBD－３mRNA発現の上昇が見られ
た．これは，ケラチンの分子量の違いで扁平上皮の方の
分化傾向が高いことや細胞の分化傾向の違いも関与して
いるものと思われた．グルコース添加群でのhBDmRNA
発現は，有意な発現変化はないが，ヒト腎細胞を，グル
コース濃度２５mMで４日間培養すると，hBD－１発現が
有意に上昇した報告２）があった．その違いは，添加培養
期間の違いと細胞が異なっていたことが考えられた．ア
ディポネクチン添加群でのhBDmRNA発現について，こ
れまでの報告では，アディポネクチンによるhBD発現誘
導に関する報告はみられないが，内臓脂肪細胞から分泌
されるレプチンに関しては，角化上皮細胞でhBD－２発
現が増強されるとの報告３）がある．本研究でのアディポ
ネクチンによるhBD－２の発現上昇は，この報告と矛盾
しないと考えられた．アディポネクチンによるhBDの発
現上昇が，濃度が３μg/mlではみられが，１０，３０μg/mlで
は認められなかった理由として，アディポネクチン濃度
１０μg/mlを越えると細胞の分化抑制に働くとの報告４）や，
角化上皮細胞の分化にともなってhBDの発現が上昇す
る５）ことから，高濃度では分化抑制によるhBDの発現抑
制があったものと考えられた．インヒビター添加による
hBDmRNA発現変化の細胞内伝達経路については，通常
の細菌感染でみられるLPSによるhBD－２の経路と同様
であるものと思われた．また，アディポネクチンによる
hBD－３発現上昇は，ERKインヒビターでのみ抑制効果
がみられたためERK伝達経路を介した発現であると思わ
れた．hBD－３の発現上昇に関する報告には，多様な経
路を介した発現上昇が報告されており，どの経路におい
てもERKが介在しているため，これまでの報告と同様に
ERKを介したものと思われた．インスリンとグルコー
ス，アディポネクチンの同時添加によるhBDmRNA発現
は，グルコース濃度が１０mMと１５mMでは，インスリン
とアディポネクチンの同時添加の一部で，hBD－２が，
また，hBD－３では，グルコース濃度が１０mMの条件で
同時添加による発現上昇が認められた一方で，５０mMと
グルコース濃度が高い条件では，hBD－２，hBD－３共
に発現上昇はみられなかったことから，血糖値の高い状
態にある糖尿病では，インスリン，アディポネクチンに
よるhBDの発現誘導されないことが示唆された．
結 論
本研究では，糖尿病関連分子でも，hBD－２とhBD－
３の発現上昇について，初めて明らかにすることができ
た．いずれもある特定濃度のみでの発現上昇がみられた
ことにより，生体内でのhBD－２とhBD－３の発現には
インスリン，グルコース，アディポネクチンの至適濃度
が関与しているものと思われた
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